















た．また，Hh 経路の effector である glioma-associated oncogene （Gli） 1，その下流にある癌幹
細胞制御因子（aldehyde dehydrogenase [ALDH], Snail, Slug）や抗アポトーシス分子（survivin, 
Bcl-2）発現に与える GANT61の効果を調べた．GANT61は，すべての甲状腺癌細胞株で細胞増殖
を用量依存性に抑制した（50% 阻止濃度の平均値 : KTC-1細胞は17.2 μM; KTC-2細胞は13.6 μM; 
KTC-3細胞は13.3 μM）．GANT61は，KTC-1及び KTC-2細胞の sub-G1分画を増加したが，G1-S
ブロックは起こさなかった．GANT61は，全ての細胞株において用量依存性にアポトーシス分画を
増加し，survivin や Bcl-2の発現を低下させた．GANT61は，すべての細胞株で Gli1, ALDH, Slug
の発現を低下し，癌幹細胞比率を低下させた．以上の結果は，GANT61が甲状腺低分化・未分化
癌細胞の survivin や Bcl-2発現低下を介してアポトーシス誘導し，細胞増殖を抑制し，さらに，Hh





























































RPMI1640培養液（SIGMA Co., St. Louis, USA）





（CAYMAN CHEMICAL, Ann Arbor, MI, USA）
及びパクリタキセル（Sigma Co.）の細胞増殖
に与える影響を調べるために，24穴プレート
（SB Medical, Tokyo, Japan）に撒き（KTC-1細
胞：１穴あたり２×105個，KTC-2細胞：１穴
あたり１×106個，KTC-3細胞：１穴あたり１
×105個），10％ FBS 含有 RPMI1640培地（SIGMA 
Co.）を用い37℃，５％ CO2下で24時間培養し
た．リン酸緩衝液（以下 PBS）で洗浄後，10％





Co.），0.02% EDTA 入り PBS で細胞を分散後
表１　甲状腺癌細胞株の特徴10，11）
細胞株 KTC-1 KTC-2  KTC-3
組織型 甲状腺低分化乳頭癌 甲状腺未分化癌 甲状腺未分化癌
増殖形態 単層 単層 単層
倍化時間（時間） 48 36 24
染色体数
46, XY 102-124 140-151 
（最頻値 109） （最頻値 146）














プシン /EDTA （ethylenediamine tetraacetic acid）
入り PBS で細胞を回収した．PBS 中に1.0×106
個 /ml になるように細胞数を調整し，CycleTest 
Plus DNA Reagent キ ッ ト（Becton Dickinson, 










入り PBS で細胞を回収した．PBS 中に1.0×106
個 /ml になるように細胞数を調整し，アネキ












ト（StemCell Technologies, Durham, NC, USA）
を用いて ALDH 酵素活性を示す細胞集団を製
造会社の指示に従い同定した．陰性対照として，
細胞を ALDH 阻害剤（50 mmol/l ジエチルアミ
ノベンズアルデヒド）で処理した13）．
　Thyrosphere アッセイでは，甲状腺癌細胞






（STEMCELL Technologies Co., Vancouver, 
Canada） を 補 充 し た MammoCult 基 礎 培 地
（STEMCELL Technologies Co.）を用い，非接






阻 害 薬 を 含 ん だ Pierce RIPA Buffer（Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）で細胞か
ら蛋白抽出を行った．KTC-1と KTC-3細胞の蛋
白抽出時には超音波破砕処理を行った．総蛋
白濃度は Pierce BCA Protein Assay kit（Thermo 
Fisher Scientific）を使って測定した．抽出蛋白
は ５ -20 ％ SDS（Sodium dodecyl sulfate）-PAGE
（polyacrylamide gel electrophoresis）で分離し，
Immobilon-FL（Merck Millipore Corporation, 
Billerica, MA, USA）に転写した．Membrane は
室温で１時間 blocking buffer（５% 牛血清アル
ブ ミ ン in 1 x Tris buffer saline with 0.1% Tween 
20）でブロックした後に，一次抗体と４℃下
で一晩静置し，その後，室温で二次抗体を反
応させた．ECL Prime Western Blotting Detection 





（Cell Signaling TECHNOLOGY Japan, Tokyo, 
Japan），抗 ALDH モノクローナル抗体（BD 
Transduction Laboratories, San Jose, CA, USA），
抗 Snail モノクローナル抗体（Abcam, Tokyo, 
Japan），抗 Slug モノクローナル抗体（ABGENT, 
San Diego, CA, USA），抗 survivin モノクローナ
ル抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY Japan），
抗 Bcl-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体（Cell Signaling 
TECHNOLOGY Japan）を用いた．二次抗体で
あるヤギ抗ウサギ IgG-HRP およびヤギ抗マウ
ス IgG-HRP は Santa Cruz Biotechnology（Dallas, 
Texas, USA）から購入した．特異的なバンドを
Amersham ECL Prime（GE Healthcare Japan）を
用いて可視化し，Quantity One 1-D 分析ソフト








































































































































































































A - C: GANT61による甲状腺癌細胞の増殖抑制効果（A: KTC-1細胞，B: KTC-2細胞，C: KTC-3細胞）; ●：平均値，バ ：ー
± SE
D, E: GANT61が甲状腺癌細胞の細胞周期に与える影響（D: KTC-1細胞，E: KTC-2細胞）; カラム：平均値，バー：±
SE，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
F - H: GANT61が甲状腺癌細胞のアポトーシスに与える影響（F: KTC-1細胞，G: KTC-2細胞，H: KTC-3細胞）；カラ
ム：平均値，バー：± SE ，*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM 
GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
I, J: KTC-1細胞の細胞周期ヒストグラム（I: コントロール，J: 10 μM GANT61処理）
















2，KTC-3細 胞 の IC50が そ れ ぞ れ27.95±6.92 





















A: GANT61が甲状腺癌細胞の survivin 発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比の
グラフ（平均値± SE），*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM 
GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
B: GANT61が甲状腺癌細胞の Bcl-2発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比のグラフ（平























































































































































































A - C: GANT61が Aldefluor 法による甲状腺癌幹細胞比率に与える影響（A: KTC-1細胞，B: KTC-2細胞，C: KTC-3細胞）；
カラム：平均値，バー：± SE ，*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 
μM GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
D - F: GANT61が Thyrosphere 法による甲状腺癌幹細胞比率に与える影響（D: KTC-1細胞，E: KTC-2細胞，F: KTC-3細胞）；
カラム：平均値，バー：± SE ，*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 
μM GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
G: 未処理 KTC-3細胞の Aldefluor アッセイのドットブロット（左上段 : ALDH 阻害薬あり，左下段 : ALDH 阻害薬な
し）；20μM GANT61処理後の KTC-3細胞の Aldefluor アッセイのドットブロット（右上段 : ALDH 阻害薬あり，右下段 : 
ALDH 阻害薬なし）
H: Thyrosphere アッセイ時の位相差顕微鏡写真（左上段：コントロール x 40，左下段：コントロール x 100，右上段：






















































































































































均値± SE），*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM GANT61処理，
紫：20 μM GANT61処理
B: GANT61が甲状腺癌細胞の ALDH 発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比のグ
ラフ（平均値± SE），*: P < 0.05, **: P < 0.01，青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM 
GANT61処理，紫：20 μM GANT61処理
C: GANT61が甲状腺癌細胞の Snail 発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比のグラフ（平
均値± SE），青：0 μM GANT61処理，赤：5 μM GANT61処理，黄緑：10 μM GANT61処理，紫：20 μM GANT61処
理
D: GANT61が甲状腺癌細胞の Slug 発現に与える影響；上段は代表的なウエスタンブロット，下段は発現比のグラフ（平



















　Hh 経路は，Hh リガンドが Patched-1に結合
することにより Smoothened の抑制がはずれ，




AKT 経路などを介して Gli が活性化される
non-canonical 経路も報告されている９）．今回
我々は canonical 経路とともに non-canonical 経







化癌の KTC-2ともに G1-S ブロックは起こさな
かった（図１）．Kato Y らによれば Gli の標的
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Anti-cell growth and anti-cancer stem cell activity of the hedgehog 
inhibitor GANT61 in poorly and undifferentiated thyroid cancer cells
Wataru SAITOH１）,  Junichi KUREBAYASHI１）,  Katsuhiro TANAKA１）, Yusuke OHTA１）,   
Yoshikazu KOIKE１）,  Emi KISHINO１）,  Naoki KANOMATA２）
1) Department of Breast and Thyroid Surgery, Kawasaki Medical School, 2) Department of Pathology, Kawasaki Medical School
ABSTRACT   Patients with differentiated thyroid cancer have a good prognosis, but those 
with poorly-differentiated or undifferentiated thyroid cancer (PDTC or UDTC) do not. Thus, new 
therapeutics are urgently needed for PDTC and UDTC. As abnormal activation of the hedgehog 
(Hh) signaling pathway is observed in several malignancies, it is a promising therapeutic target. 
Activation of the Hh pathway is suggested to promote not only tumor survival, growth and 
angiogenesis, but also the growth of cancer stem cells (CSC). Therefore, we investigated the 
anti-cell growth and anti-CSC effects of the Hh inhibitor GANT61 in thyroid cancer cells. In 
addition, the combined anti-cell growth activity of GANT61 with an anti-thyroid cancer agent, 
paclitaxel, was evaluated. The effects of GANT61 on cell growth, cell cycle progression, 
apoptosis and CSC proportion using the Aldefluor and Thyrosphere assays were measured 
in the KTC-1 PDTC cell line, and KTC-2 and KTC-3 UDTC cell lines. All cell lines were 
established at our institute. We also examined the influence of GANT61 on the expression 
levels of the Hh effector glioma-associated oncogene (Gli) 1, its down-stream CSC-related 
molecules, aldehyde dehydrogenase (ALDH), Snail and Slug, and anti-apoptotic molecules, 
Bcl-2 and survivin. GANT61 dose-dependently inhibited the growth of all cell lines (mean 50% 
inhibitory concentrations: 17.2 μM for KTC-1 cells, 13.6 μM for KTC-2 cells and 13.3 μM for 
KTC-3 cells) in association with increased apoptosis, and decreased expression of survivin and 
Bcl-2. Furthermore, the proportion of surviving CSC cells decreased with decreased expression 
of Gli1, ALDH and Slug. These results demonstrate that GANT61 induced apoptosis via 
decreased expression levels of survivin and Bcl-2, and inhibited cell growth in thyroid cancer 
cells. Moreover, GANT61 reduced the expression levels of Hh target genes, such as Gli1, ALDH 
and Slug, and inhibited CSC self-renewal. GANT61 also enhanced the anti-cell growth effects 
of paclitaxel in all three thyroid cancer cell lines. Therefore, GANT61 may be a promising 
antitumor therapy for patients with PDTC or UTC. (Accepted on July 12, 2018)
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